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Os problemasambientaisassociadosà industriatêxtilderivam,sobretudo,do usode
corantesorgânicos.Um grandenumerodestescompostos ão recalcitrantese
apresentamcaractercarcinogénicoe mutagénico.A descoloraçãodecorantestêxteis




puras.Assim,atendendoà diversidadedeenzimasproduzidase à especificidadestes














dedegradaçãoc mlacase.A formulaçãocomercialdescolorouo corantemcontraste
coma lacaseisoladaquenãorevelouqualqueracçãonaremoçãodecor.Essefacto
determinouanecessidade analisaro efeitodomediadore dodetergentenãoiónico
incluído na preparaçãocomercialneste processo.Para isso, estudou-se






A adiçãodomediadorfoi determinanteparaquea descoloraçãod coranteocorresse.
Dos mediadoresestudados,promazina,ácidoVÍolúricoe N-hidroxibenzotriazole,o











































In thisdissertation,the effectof laccaseon thedecolorizationof textiledyeswas
studied.To thiseffect,a commercialformulationcalledDeniLiteTMusedin thetextile
industryfinishingprocessforindigo-stainedcloths,whichcontainedlaccase,amediator
and a non-ionicsurfactant,wereemployed.Gel filtrationchromatographyof the









non-ionicsurfactants,Trition X-tOO, Brij 35 and Tween20 were studiedat
concentrationsbelowtheircriticalmicelleconcentrations.The resultsindicatedthat
thesedidnotpIararoleinthedecolorizationprocessoOntheotherhand,theadditionof





wasobtainedafterabout20 min.determinedat theabsorptionmaximaof thedye.
Promazine,althoughchemicallysimilarto phenothazine-lO-propionicac dpresentin
thecommercialformulation,wasnotasuitablemediatorforthedecolorizationprocesso









N-hydroxybenzotriazoledid not affectthe laccase-catalyzedreaction,whereasin
generalvioluricacidincreasedthevelocityofthelaccase-mediatedd colorizationfthe
dyes.
Theneedto studythesynergisticeffectof variousenzymesin arderto obtaindye
mineralizationledto thestudyof twooxidases,namely,glucosel-oxidaseandglucose


































































































































































Nas últimasdécadas,a descoloraçãopor métodosfisico-químicostemvindoa ser
desenvolvida,masa suaadopçãoporpartedaindústriatêxtiltemsidodiminutaquando















como selectividade eficiência(mesmoem concentraçõesbaixas) e ao
desenvolvimentoa nívelde produçãode enzimas,traduzidona suadisponibilidade
comercialmaisbaixopreço(revistoemKaram& Nicell,1997).






o objectivogeraldatesefoi estudaro efeitodesistemasenzimáticosnadescoloração





































forma,estarrelacionadascom a descontaminaçãode compostosresultantesda
degradaçãodecorantestêxteisecujomecanismodeactuaçãopudesseinterligar-secom
o dalacase.Escolheu-se,parao efeito,aglucose-l-oxidase,umaoxidasecomercialde
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A cor é o primeirosintomadecontaminaçãovisívelno efluente(Mishra,1993).A
remoçãodecordosefluentestêxteistoma-seassimumaprioridade,constituindoum
sériodesafioà indústriatêxtile a organismose empresasdedicadasaotratamentode
águasresiduais.
Os processosde tingimentoe estamparianuncalevamà completaexaustãodos





valoresdepH entre4 e 12.A relaçãoCQO/CBOvariaentre2,5:1,0a 5,0:1,0o que
perspectivaproblemasdebiodegradabilidade(Laing,1991).
Há mais de 8000 produtosquímicosassociadosao processode tingimento,
referenciadosnoColourIndex("SocietyofDyersandColourists")ecercade 100000






















1998).Só paratingimentode fibrascelulósicas,prevê-sequeem2004o consumo
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Corantenão Descargapós Volumedeágua
Corantes fixado tratamentoa requeridab
(%) (gKg-I) (m3Kg-1corante)
Dispersos 5 10 7
Ácidos 5 5 3,5
Catiónicos 2 5 0,7







A maioriados corantesque constamno ColourIndexpertencemao grupodos
compostosazo. Há pelo menos3 000 corantesazo diferentesa ser usados












Celulósicas 1988 1991 2004a
Sulfurosos 90000 70000 70000
Directos 74000 60000 68000
Cuba 36000 21000 22000
Índigo 12000 12000 12000
Azoicos 28000 18000 13000
Reactivos 60000 109000 178000
Total 300000 290000 363000
a EstimadoSeg1ID.dodadosdoBusinessResearchservicesLtd. (Phillips, 1996).
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o respeitopeloambienteimplica,muitasvezes,umaautênticarevoluçãoindustrial,
commodificaçãode processos,alteraçãode procedimentos,privilégiode medidas
conducentesà reciclageme, naturalmente,à procurade novaspossibilidadesde



























































TefITey-Goatley(citadoem Correiaet al., 1994)propuseramumaclassificaçãode







queterãoqueser submetidosa tratamentoposteriore, muitasvezes,sãopouco
eficientese deaplicaçãolimitada.Ledakowiczet alo(1999),estudaramumprocesso


















GrupoC Básico Catiónico Membrana
Solúvel Oxidação
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moleculardo composto.Os corantescomgruposnitro,azoe hidroxilotêmadsorção
preferencialem deterimentodos que contémgrupossulfónicos.Este facto está
intimamenteligadocomascaracterísticasdesolubilidadedoscorantes,traduzindo-se
normalmenteo aumentoda solubilidadee polaridadedo compostonadiminuiçãoda
adsorção.Oscorantessolúveisemáguacomoosácidos,básicos,directos,metalizadose
reactivostêmdificuldadeemseradsorvidosdevido,sobretudo,àsuanaturezapolarem
oposiçãoà naturezapoIardo carvão.No entanto,os corantesdispersos,decubae




















Os processoscommembranas,UF, NF e RO, apresentam-secomosoluçõeseficazes











tóxicosqueos compostosdepartida.Por reduçãodaligaçãoazodo corantesurgem
aminasaromáticastóxicas(Chungetal.,1993;Wongetal.,1999).Destaforma,emvez
deresolver,apenaseconseguetransferiro problema.No entanto,a altemânciade
tratamentoaeróbio-anaeróbiopermiteobterbonsresultadosem algumasituações
(Willmottetal.,1998).





















Mas, apesarde apresentarvantagensem determinadosa pectos,a biotecnologia
continua,sobretudo,ligadaà investigação,sendoa suaadopçãopelasindústrias
europeiastradicionaismuitolenta.



















































A utilizaçãode enzimasnosprocessostêxteistemvindoa crescer,sobretudonos
últimos10anos(NovoNordisk,1998;1999;Ettersetal.,1998).Em1992,o volumede
enzimasparaa têxtilatingiaos 11-12%dototaldevendasdeenzimasindustriais.O
maiorresponsávelpor estefactoé o usode celulasesno "bio-stoning"dos'jeans"
(pedersenetal.,1996a).






O efeitodascelulasesemfibrasartificiaiscomoo acetatoe a viscoseé diferente.
Permitediminuira tendênciadeformaçãodo"pilling"noLyocellmasnãopareceter
qualquerefeitonasfibrasdeacetato(Kumaret al., 1994).Estasenzimastêmainda
efeitobenéficono rendimentodo tingimento,umavezqueaumentama afinidadeda
fibraparaocorante,semprejuízodaspropriedadesdesolidezdoprodutofinal.
Nosúltimosanos,o bioacabamentotemvindoaterumaatençãoespecial.Cavaco-Paulo
e colaboradores(Cavaco-Pauloet al., 1998,1998a)caracterizarama actividadede



























A imobilizaçãoda catalaseveio permitirdisporde sistemasmais económicos,






























indirectamente,no processode degradaçãoda lenhina,têm sido exaustivamente
estudadasno domíniodo papel.Apresentam-secomoumconjuntode catalisadores




























papelimportanteno tratamentode águasresiduais,salientam-seasperoxidasese as
polifenoloxidases.
2.3.1.Peroxidasesefenoloxidases

















































do etanola acetaldeído.As reacçõescatalisadaspor estaenzimapodemresultarna
formaçãodeumavariedadedeprodutos,algunsmaistóxicosqueos departida,que
obstamàsuautilizaçãoemprocessosdebio-remediação(Aitkenetal.,1994).
A estereoquímicad CPO sómuitorecentementefoi publicada(Sundaramoortryetal.,
1998)
2.3.1.3.LenhinaPeroxidase(LiP, EC 1.11.1.14)
Em 1983doisgruposdeinvestigação(Glenn& Gold, 1983e Tien& Kirk, 1983),







formascompontoisoeléctrico(pI) de3,2- 4,7emassamolecularde38000- 43000
u.m.a.
Têm sidoisoladasdiferentesLiP emnumerososfungos(Goldet al., 1993).A sua
estabilidadefoi estudadaporAitken& Irvine(1989)-quedemonstraramsera enzima
realmenteinactivadaapHbaixo.A estabilidadeera,contudo,melhoradapelasubidado






comestaenzima:altaconcentraçãodeenzima,pH iguala 4 e adiçãocontroladade
HzOz.
A LiP empresençadoperóxidodehidrogénio,temcapacidadededegradarcompostos









A MnP estápresenteem Phanerochaetechrysosporiumjuntamentecom a LiP
Recentemente,msido objectode maisatençãoe têmaparecidováriosestudos
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As lacasespertencemao grupodasoxidasesquecomplexão cobree catalisama
oxidaçãodevárioscompostos,inorgânicose orgânicos,particularmentefenóis,coma
concomitantereduçãodooxigéniocomformaçãodeágua.




A lacasefoi descobertaem 1883por Yoshidaemplantas(RJmssp) massó foi
denominadalacasecercade10anosmaistarde,em1894depoisdeisoladaepurificada
porBertrand.As lacasesfiíngicastambémforamdescobertasduranteo séculoXIX por
Bertrand(1896)e Laborde(1896)(citadosemCaU& Mücke,1997),e têmsido
estudadasexaustivamented sdeos anos 70 nos seus diferentesaspectosde
aplicabilidade(Yaropolovet al., 1994;Marco& Bacelo,1996;Guerraet al., 1998;
Gonçalveset al., 1998;Bajpai,1999;Rodriguezet al., 1999;Carvalhoet al.,1999),
expressãogenética(Yaveret al.,1999;Karahanianet al.; 1998,Jõnssonet alo1995;
1998;Mansuretal.;1997,Ongetal.,1997),transcriçãogenética(CoUins& Dowson,








14dosquaisfoi determinadaa suaestruturaprimária.A maioriadaslacasestemsido





da paredecelulardasplantas(Dean& Eriksson,1994;O'Malleyet al., 1993),na
degradaçãoda lenhina,na patogenicidadeos fungos(Viterboet al., 1993),na








Estasenzimasdiferementresi na suasequênciaprimáriade aminoácidose na sua
funçãobiológica;sãosemelhantesnoquerespeitaà suaestruturatridimensionale nas
suascaracterísticasdeligaçõescomcobreem3diferentestiposdecentrosactivos.





referindo-sea dímerose nãoa macromoléculasindividuais.Xu (1999),afirmaqueem
PAGE nativa,a maioriadoslacasesapresentamobilidadescorrespondentesa pesos
moleculares(Mw) entre60000- 100000u.m.a.,emque10-50%podeseratribuídoà





exaustivamente(Morpurgoet al., 1982,1993).Em contrastecoma especificidade
característicadasenzimas,a lacaseé relativamenteinespecífica.Esta enzimapode
catalisaraoxidaçãodemuitasubstânciasreduzidas,tantoinorgânicascomoorgânicas,





















actuarapH alcalinos,o queporsi só,aumentao lequedepossibilidadesdeutilização
(Raghukumaretal.,1994;Schneideretal., 1999).Muitostrabalhosreferemumaforte
dependênciaentreasconstantescinéticaseo pH (Xuetal.,1998).Defacto,o perfilde
pHassumeumaextraordináriaelevânciaemtermosdaaplicabilidadestasenzimas.
O segundosubstratoda reacçãoenzimáticaé o oxigéniomolecular,apresentando








o queé substratodasenzimaslenhinolíticas.As lenhinasessãocapazesde oxidar
substratoscompotenciaiselevados,comEmsuperiora 1,49VnocasodaMnP.e1,12V


























A actividadeda lacasepode ser determinadacom substratoscromogénicos
característicoscomo a "seringaldazine"(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeídoazina)
(Harkin& Obst,1973;Harkinet al., 1974;Ander& Eriksson,1976;Leonowicz&





























desconhecido,sabe-se,contudo, que a eficiênciade oxidação aumenta
proporcionalmentecom o potencialredoxdos mediadoresfenólicosatéum valor
máximode0,9V edecresceapartirdessevalor(Li etaI.1999).
Há muitotempoquese sabequeas reacçõescatalisadaspelalacasepodemser
modeladas.Porexemplo,aoxidaçãodo2,4-diclorofenolpelalacasepodeserprevenida
por adiçãodeumbomsubstratocomoo catecoI.Pelocontrário,o ácidosiríngico,
aumentaapolimerizaçãodesubstratosclorados(Call& Mücke,1994).
Umoutroexemplodizrespeitoàconversãodoácidoveratnlico,quenãoésubstratoda
lacase,emveratraldeídonapresençadeABTS (Boubonnais& Paice,1990).A acção
notáveldaconjugaçãodeenzimae mediadores,foi referidanaoxidaçãodegrupos














2 Substrato-H2+02~ 2 Substrato(ox)+2 H20 (2-3)
















































o HBT e compostosrelacionadossãosubstânciasbemconhecidasemáreasde
aplicaçãomuitodiferentes,comoa síntesedepéptideos(Carpianoetal.,1991,1993),























A oxidaçãodoABTS dá-seemduasetapasindependentesdopH domeioreaccionalno
intervalode2alI.
Ospotenciaisredoxdaformaradicalar( ABTS+.) eformaiónica(ABTS2+) doABTS
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Ao contráriodoABTS+'o radicalresultantedoHBT éinstávelnapresençadeoxigénio
ouágua.A suaaltareactividadeconfere-lhebaixaselectividade.
A reacçãodaoxidaçãodoHBT pelalacasepodeserconvenientementeavaliadapela






















Emresumo,tantoo ABTS comoo HBT formamradicaisporreacçãocomalacase.No
primeirocaso,sãoradicaismaisestáveise maisselectivos.No casodoHBT sãomais
instáveis,por issomaisreactivose têma vantagemde sermaisinespecrncos.No
processocomABTS o mediadoréregenerado,quenãoacontececomo HBT, queé
transformadoemBT e outrosprodutos(potthastal.,1997;Li etal.,1999;Xu etal.,
2000).
Um outrodadoimportante,refere-seao factodeapenasaslacasesprovenientesde








A velocidadeda reacçãoenzimáticaé, em geral,seguidaatravésda mediçãoda
quantidadeproduto(ouprodutos)formadoporunidadedetempo.
Em 1913,Michaelise Menten,proposeramum modelogeralparaas reacções












Combasenasreacçõesapresentadase nofactodequeo equilíbrio entreE, S e
K
E - S seatingerapidamenteemcomparaçãoc ma reacçãoE-S 2. E+P
Michaelise Mentenrealizaramumestudoquantitativodasvariaçõesdevelocidadede
umareacçãoenzimáticaemfunçãodaconcentraçãodesubstrato.
A vantagemdaequaçãodeMichaelise Mentenresideno factodenãonecessitardos
valoresde[E] e[ E-S ],concentraçõesdificeisdedeterminar.
A quantidadede P formada,assimcomoa velocidadeda reacção,vão depender
directamentedaconcentraçãoemcomplexoE-S, istoé,daconcentraçãodeenzimaque












Vmax K.n + [S]
(2-6)
ondeVrnaxéavelocidademáximadareacção.




A constantedeMichaelisouconstantedeequih'briodadissociaçãodecomplexoE - S,
éassimigualàconcentraçãodesubstratoparaaqualavelocidadedereacçãoémetade
davelocidademáxima.
A velocidadeda reacçãoenzimáticaé influenciadapor factoresfisicoscomoa
temperaturae o pH, e agentesquímicosquepodemfuncionarcomoactivadoresou
inibidores.
















E'P) P+E' (2-8)A+E (EA --
K2 ~
Kj K7








3. O equilíbrioaoacasoinvolvea fonnaçãorápidae reversíveldecomplexoscomos
substratosA ouB. O passolimitantedareacçãoéaconversãodocomplexotemário:
Nestasequações,A e B representamsubstratos,P e Q produtosdereacçãoe K as
respectivasconstantesdevelocidade.
O mecanismodasreacçõesBi Bi substratopodeser identificadopelomodelode
inibiçãodosprodutosP eQ avaliadopelostraçadosdeLineweaver-Burk.
NosmecanismosdePing-Pongosgráficos1/vemfunçãode1/[A ] ou1/[B ], fixando













A+E - - AE PE - E+P
K" Kl /K4
AEB - PEQ (2 -13)
K2
K5 K6
B+E - DE / K7 K, 'EQ E+Q
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Paraavaliaros parâmetroscinéticosdareacçãoé precisotraçaros gráficos1/vem
funçãode1/[B ], fixando[ B ]. As rectascorrespondentesa cadavalorfixodeB
convergemtodasparaumdeterminadop ntonoladoesquerdodoeixodosYY, sendo
osvaloresdeintercepçãodoeixodosYY osvaloresdelNmaxapp.Traçandodepoiso
gráficodosdeclivesdessasrectasversus1/[B ], obtemos( -1/KB)quando valordeY
ézeroeKANmaxquando valordoXézero.Traçandoentão,lNmaxappversus1/[B ],




Emborasejarelativamentefácilrelacionara cinéticadasreacçõesdeBi Bi substrato
como modelocinéticodeMichaelis-Menten,nasreacçõesmaiscomplexas,envolvendo
substratosmúltiplos,é muitomaisdificil de derivaros termosda equaçãode
velocidade.Um métododesenvolvidopor King e Altmanem 1956,(citadoem
Copeland,1996)permitederivara equaçãodevelocidadedereacçõesmaiscomplexas











Tabela 2-7 - Parâmetroscinéticosparaalgumaslacases
Compostos FontesdeLacase K.n() K..u(s.') VrotrX Ref.
Pirocatecol C.hirsutus 390 492 Yaropolovetal.,1994
C.maxima 123 404





Ferrocianetodepotássio C. hirsutus 97 457 Yaropolovetal.,1994
C.maxima - -
Fusariumgraminearum - 2000
Corioluszonatus 202 517 ScbneideretaI.,1999
2,6-dimetoxifenol Botrutyscinerea 190 - Yaropolovetal.,1994
Schliephakeetal.,1996
Quinol Botrutyscinerea 133,533 - YaropolovetaI.,1994
Schinusmolle 1250 -
Guaiacol C.versicolor 300 200 - Yaropolovetal.,1994
Fusariumgraminearum - 660 -







Compostos FontesdeLacase Km(M) Kc.t(S-I) Vrrurx Ref.
Alcoolvanilico C.versic%r 400 182 Yaropolovetal.,1994
Vanilina C. versic%r 2000 90
Ácidvanílico C. versic%r 1000 160
Àcidhomovanilico C.versic%r 350 160
Eugenolou C.versic%r 600 150
4-alil-2-metoxifenol
Di-hidroeugenol C.versic%r 260 160
Guaiacil-propanol C.versic%r
Veratraldeíde C.versic%r
Acidoascórbico C.versic%r 2000 110
Fusariumgraminearum - 2300
Dioxifenilalanine C.versic%r 1000 70
Fusariumgraminearum -
o-Dianisidina C.versic%r 100 130 YaropolovetaI.,1994
Fusariumgraminearum - 100
P/eurotusflorida 330 1,47t/mg Deanetal.,1994
P/eurotusflorida 290 2,4 Kat/mg
AcidoViolúrico T vil/asa 5 260min-1 SenguptaetaI. 1997
M. termophila 18 27min-1
P. cinnabarinus 9 370min-140min-
B. cinerea 11 I
AcidoSinapínico Corio/uszonatus 7 624
Catecol Corio/uszonatus 197 423 Sclmeideretalo,1999




Compostos FontesdeLacase K", (JlM) Kcat(S-I) VIfUIX Ref
180min-ISGZ(Siringaldazina) Coprinuscinereus 26+/-6 Swamyetal.,1999
M. termophila Xu,1996
P. cinnabarinus 3,9 1,1min-I Senguptaetal. 1997
B. cinerea 2,9 180min-1
4 52min-I
0,8





HBT T vil/asa 15 84min-I Senguptaetal. 1997
M. termophila 10 O,12min-1
P. cinnabarinus 29 22min-I
B. cinerea 12 10min-I
Trameteshirsuta 8 -
Coprinuscinereus 23 1090+/-3Omin-I Yaropolovetal.,1994




M termophila 58 920miIi1 Senguptaetal. 1997





As lacasestêmvindoa serusadasparaa remoçãodevárioscompostosxenobióticos
aromáticose poluentes(substratosmodelo)queseencontramnosresíduosindustriais,
solose emáguascontaminadas.Os exemplosincluema descoloraçãodosclorofenóis,
clivagemde anéis aromáticos,mineralizaçãode hidrocarbonetosaromáticos






conjuntode compostosquímicos,nomeadamentea oxidaçãode corantesfenólicos
(Chivukula& Renganathan,1995;Durán,etal.,1999),defenóis(Dahiyaetal.,1998;
Gianfi-edaetal.,1998,PothhastetaI.,1999),clorofenóis(Dec& Bollag,1994,1994a,
1995;Roperetal., 1995,Greyetal., 1998;Kadhimetal, 1999,Ullahetal.,2000),
bifenilmetanos(Xu etal.,1997a,Crestini& Argyropoulos,1998),benzopirenos(Rama
et al., 1998), fenilenodiaminasN-substituídas(Kristopaitiset al., 1998),
organofosforados(Amitaiet al., 1998)e a -o-dímerosnãofenólicos,modelosda
lenhina,(Kawaietal.,1999;Majcherczyketal.,1999).
A aplicaçãodelacasesno tratamentodeefluentestêxteisapresenta-sepromissorano
















aplicaçãoestálimitadapara determinadasgamasde concentraçõesde poluentes
(Kadhimetal.,1999).
O mecanismode acoplamentooxidativode fenóisé conhecidodesdeos anos60
(Brown,1967),masa suaaplicaçãoaotratamentodeáguasresiduaisóé descrita14
anosdepois(KIibanov& Morris,1981).
Até há relativamentepoucotempo,acreditava-seque as lacasesapenasestavam


















Muitos trabalhostêm tido comoobjectivofazero "screening"dos fungoscom
capacidadededescorarcorantescomerciaistêxteis(Glenn& Gold,1983;Goldetal.,
1988).O fungoPhanerochaetecrysosporium,umdosmaisexaustivamenteestudados,
























modelo (derivadosdo 4-(4'-sulfofenilazo)-fenol) em que apenasvariaramos
substituintesno anelbenzénicoe testarama influênciadestasvariaçõesestruturaisna
capacidadedalacasedeP. oryzaeemoxidarestescompostos.De todosos corantes
testados,apenasos quetinhamgruposdadoresdeelectrões,metilooumetoxiloeram
oxidados.Os compostos4-(4'-sulfofenilazo)-fenolnão substituídosou com
substituintes2-doro ou 2-nitronão sofreramqualqueroxidação.Combasenestas
observações,concluíramqueo anelfenólicodo coranteazotemqueserrico em
electrõesparapoderseroxidadopelalacase.Mas, a localizaçãodos substituintes
tambéméimportante.O derivado2,6-dimetoxiladoé melhorsubstrato.Eraconhecido
desdeosanos60queestecompostoerasubstratodalacase(Bocks,1967).






no domínioda bio-oxidação,biotransformação,uso comobiossensorese síntese
enzimática.
i. Deslenhificaçãodelenhinocelulósicos
Os métodosconvencionaisde deslenhificaçãoe descoloraçãoda polpado papel
envolvemtantoCIOz como03. Apesarde eficientes,estesmétodostêm sérios











podemprovocardespolimerizaçãopor c1ivagensC -C alifáticasouaromáticas.
Assim,naindústriado papel,a lacasepodeactuarnumpré-tratamentoc moagente
biológicodegradandoparcialmentea lenhinae facilitandoa polpagem(Messneretal.,
1994).Tambémpode ser aplicadacomoalternativaos oxidantesquímicosno
biobranqueamento(Calletal.,1994,1994a).
ii. Laccasenoacabamentotêxtil






acabamentodosjeans.Até aí, as enzimastinhamsidousadasparadesengomare
desgastaro tecido.Esta preparaçãofoi a primeiralacasecomercialno mercado.
Apresenta-sesoba formadeumasuspensãonãoaquosacomumaconsistênciade
xaropedeácerquetomavadificildosea-Iacorrectamenteemisturá-lacomágua.A estas



















de químicoscom odoresdesagradáveis,rritantespara os tecidosou de dificil








catalisaa produçãode um compostoque podeser depoisoxidadopela lacase
































Podemusar-selacasesparaalterara cordebebidase alimentos,dequeé exemplo
azeite(Brennaetal.,1994;Picquadioetal.,1997;Laclo,1998).
Outrosexemplosdeaplicações
A lacaseé usadano cross-linkingdepolissacarideosparaa produçãodecompósitos
(pedersenetal.,1996a).
Outraaplicaçãointeressanteénaáreadoscurtumes.Usa-senatransformaçãooxidativa
e consequenteacoplamentode precursoresde corantesà matrizde colagéniodos
couros.Os precursoresolúveisdos corantespodemser adsorvidos,oxidadose
polimerizadosdandoos efeitosde curtimentodesejados.Este processomelhoraa















et al.,1992).As suaspropriedadesmutagénicas/cancerígenasr sultam,paraalémdo























HBT (N-hidroxibenzotriazole),ABTS (ácido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-
sulfónico)),AV (ácidoviolúrico),p-aminobenzeno,ácido3-aminobenzenossulfónico,
l-naftilamina,ácidosalicílico,3-metilfenole 2,5-dimetilfenol,2,6-dimetoxofenolforam































Corante -RI -R2 -R3 -Rt -Rs -
I -H -H -CH3 -H -H -H
TI -H -CH3 -H -CH3 -H -H
m -H -COOH -H -H -H -H
V -COOH -H -H -H -OCH3 -SQJI
VI -OCH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -SQJI
Síntesebiotransformaçãodecorantesdisazo
A Figura3-2descreveasíntesedoscorantes1-1I1:
( ) =~~ +2HCI + N~~
.( ) r=--O-N;c1- + N.cl + 2H,0
( ) ~~~- + 0' N~H .
Rz














6NaCI + 2HzO- I +# -
503
~
~NH2 -=- ~~ ~ ~




N~ + HCI + NaNO2
5)=-o~













A síntesedoscorantesV-VII realizou-sedefonnasemelhanteàapresentadan figura3-


























da acçãoinibitóriana lacasefoi feitopor pré-incubaçãoda enzimacomo inibidor
(etanolusadonassoluçõesdoscorantesI, 11e 111,eDMF usadonasoluçãodoácido
violúrico)durante2 minutos.A mediçãodavariaçãodaabsorvânciaa420nminiciou-











3,50XlO-5M, 3,85XlO-5Me 2,35XlO-5M respectivamente),0,5roLdesoluçãode
lacase(15UrnL-1)etampãofosfato50mM(pH5,5)atéumvolumefinalde9roL.
CoranteIV






















Quandonecessário,os mediadoresredox(HBT ou AV) foramadicionadosem



























~ 8) .fi) 8I.I I!t( .]))fB) 5!iI
~......







































3-1),indicamqueoscorantesI, lI, m eV nãosãosubstratosdalacase.
Os corantesI-m não apresentaramdescoloraçãoquandoensaiadosno sistema
etanol/tampãodefosfato50mM (pH 5,5)e precipitavamnosistemaDMF/tampãode











AV (5,7mM) HBT (11,0mM)
I 410 0,0 Nd 0,0
II 410 0,0 Nd 0,0
1I1 410 0,0 Nd 0,0
W 510 23,2 79,4 23,1
V 460 0,0 24,1 0,0
VI 500 55,9 70,1 69,9


































































































NaTabela3-2apresentam-seo KmappeVmaxparaoscorantesIV, VI eVII estudados.
Aplicaçãodesistemasenzimáticosàdegradaçãodecorantestêxteis 67
Síntesebiotransformaçãodecorantesdisazo
Tabela3-2- ParâmetroscinéticosparaaoxidaçãodoscorantesIV, VI eVII
3.4. Discussão
Com o objectivode estudara influênciadossubstituintesnosanéisfenólicosdos
corantesdisazona suadescoloraçãopelalacase,prepararam-setecorantescom







Para os corantesm, IV e V é visívelum sinalquecorrespondeà vibraçãode
alongamentod grupocarbonilo,quesurgea 1658cm-Iparao coranteIV.
Nos corantescom gruposmetoxiloé visívela banda,quasesempreintensa,
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Figura3-10- EspectrodeRMN de1H(300MHz,DMSO-d6) docoranteVI
Desteconjuntodecompostos,oscorantesI, lI, III nãoserevelaramsubstratosdalacase,
independentementedapresençaouausênciadosmediadores(HBT eAV), Verificou-se,
contudo,a descoloraçãorápidadoscorantesIV, VI eVII comlacase.Defacto,sóos






aI.,1990;Praszczynskyet aI. 1991;1991a;Olikkaet aI, 1993)e a descoloraçãoe




Praszczynskye colaboradores(1992)referiramqueo ácidosulfanílicoe corantesdo
tipo azo, com anéisfenólicose de naftaleno,eramdegradadospelosfungosP.




usandoextractosbrutosde fungosou culturaslenhinolíticase o envolvimentode
peroxidasestem sido sugeridocomointervenientenestesprocessosdegradativos





e Renganathan(1995)examinarama capacidadeoxidativadelacasedeP. oryzaeem
derivadosdo4-(4'-sulfofenilazo)fenol.Verificaramqueossubstratosdelacaseramos
derivadoscujoanelfenólicoeraricoemelectrões,resultadodacontribuiçãodegrupos






degradaçãodoscompostosestudadospelalacase.O corantesVI e Vil, comgrupos










Comparandos parâmetroscinéticosparaa oxidaçãodos corantesIV, VI e Vil,
concluímosquea afinidadedaenzimadiminuidocoranteIV parao VI e aindamais
parao VII (Kmappé0,50mM,0,60mM e 1,42mMrespectivamente)enquantoaVrnax
aumentano sentidoinverso,sendo2,76mMmin-lparao coranteIV, 4,05mMmin-1
parao coranteVI e 8,05mMmin-lparao coranteVil. Estesvaloresnãopodemser
comparadoscomosdaliteratura,nãosóporqueestescorantesespecificamenteunca




703 nMmin-1mg-l.É importantereferirque estesinvestigadoresusaramlacase
parcialmentepurificada,podendooutrasenzimascomoa lenhinaperoxidaseou a
tirosinaseestarpresentes.
Os mediadoresredox,descritospelaprimeiravezpor Bourbonnaise Paice(1990),








o AV aceleroua reacçãode oxidaçãodoscorantesIV, VI e Vil e permitiuque
houvesseoxidaçãodocoranteV.
Diferençasdepotencialredoxe estabilidadepodemestarnaorigemdadiferençade











e a formahidrazona(Figura3-11).Aindaquenumsistemaquosoa formahidrazona
predomine,à medidaquea formaazoé consumidanareacção,o equilíbriodesloca-se
nosentidodaformaçãodaformaazo.
< > N=N < > N=~( <-O"
1~


























































o RBBR éumcoranteindustrialmenteimportante,queé usadofrequentementecomo
materialde partidanaproduçãodeoutroscorantespoliméricos.É umderivadodo
antracenoe representauma classeimportantede poluentesorgânicostóxicose
?
recalcitrantes(Banatetal.,1996).













obtiveramsó comlacase.Esta lacasepurafoi obtidaaplicandoum processode
extracçãoseguidode filtraçãopor gele diálise,quepermitiuseparara enzimados
demaiscomponentesda formulaçãocomercial.Excluindouma ligeiraperdade















RBBR (C.I.RemazolBrilliantBlueR ouC.I. ReactiveBlue19cujafórmulaestrutural
















Fizeram-sensaiospreliminarescomo objectivode separara enzimados demais
componentesdasuspensãoaquosadeDeniLiteTM.Combasenosresultadosobtidos,
usou-seumprocessodeextracçãocomtampãodefosfato50mM,pH5,5,contendo0,1
M deNaCI.Após24h derepousoa 5°C,isolou-sea fasemenosdensa,quecontinha
maisde90% daactividadeenzimáticatotaldeterminadausandoABTS comosubstrato.
Estafracçãofoientãosujeita umprocessodefiltraçãoporgel:2 rnLdefracçãoforam"J
eluídosnumacolunade Superdex75 (XKI6, Prep.Grad,Pharmacia).A colunafoi
previamenteequilibradacomtampãodefosfato50mM, pH 5,5.A lacasefoi eluída
usandotampãofosfatos50 mM, pH 5,5, a 5°C e comum fluxode lrnL min-l.
Recolheram-sefracções(5rnL)edeterminou-seaactividadedalacasemcadafracção.
Juntaram-seas fracçõesque apresentavamactividadenzimáticae procedeu-seà
purificaçãoereconcentraçãodaenzimatravésdeumprocessodediálise(membranade
celulose,Sigma)contratampãodefosfato,pH 5,5.A lacaseassimobtidapassaráa ser
referidanotextosimplesmentecomolacase.
A electroforeser alizadaemcondiçõesnativas(PAGE 10%)mostrouquetantoa
preparaçãodelacasecomercialcomodalacasemigramcomoumabandaúnica.
4.2.4.Determinaçãodaactividadedalacase
A actividadedalacasefoi determinadaespectrofotometricamente,medindo aumento
daabsorvânciaa420nrn,deumasoluçãodeABTS 0,5mM,emtampãodefosfato50
mM,(pH4,5)a 300C (Ander& Messner,1998).UmaIU (UnidadeInternacional)de






As misturasreacionaisde formulaçãocomercialde lacase(CLF) ou de lacaseem
tampãodefosfato50mM,apH5,5 forampré-incubadaadiferentestemperaturas(300,
500e600C) durante100minutos.Retiraram-seamostras(0,5roL)aolongodotempo
(10 em 10 minutos)e avaliou-sea actividadenzimáticaconforme nsaiopadrão
descritoem4.2.4.A actividaderesidualfoi determinadaemrelaçãoao máximode
actividadedeterminadon instantezero. \J
4.2.6.Efeitodatemperaturanaactividadedalacase




As misturasreacionaiscontendolaccaseou CLF e tampãode fosfato-citratof ram
incubadasdurante15minutosa diferentespH (entre4,0e7,0)eaactividadedalacase
emrelaçãoao ABTS foi determinadae seguidanascondiçõespadrão,conforme
descritoem4.2.4.
4.2.8.OxidaçãodoRBBRpelalacase
A misturareaccionalparamedira descoloraçãoenzimáticadoRBBR consistenuma
soluçãoaquosadecorante(0,02gL-l), 0,3roL de soluçãodeenzima(lO UroL-1)e
tampãodefosfato50mM,pH5,5numvolumetotalde25roL.
Quandoapropriado,foi adicionadoo mediador,promazina,HBT ou AV, em
concentraçõesqueserãoespecificadasno texto.O tempodeincubaçãodasreacções,











Nos ensaiosdestinadosa avaliaro efeitodo detergentenãoióniconaoxidaçãodo
[
RBBR comlacase,adicionou-seàmisturareaccionalcimadescrita0,002a0,010gL-l
deTritonX-1O0,0,002a 0,010gL-l deBrij 35 e 0,001a 0,004gL-l deTween20.
Mantiveram-seasdemaiscondiçõesdereacçãousadasnosensaiosdedescoloraçãod
corante.
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QuandosefezreagiroRBBR comapreparaçãoc mercial,CLF, contendo10UmL-1de
lacaseverificou-sequehaviaumadiminuiçãodaabsorvânciaa 590nmaolongodo

















Facea estesresultados,em quese obtevea rápidadescoloraçãodo corante,as








A preparaçãocomercialde lacasequecontémmediadore detergentenão iónico
mostrou-semuitoeficaznadescoloraçãod RBBR.
Na impossibilidade dispordo mediadorincluídonapreparaçãocomercial,ácido
fenotiazina-lO-propiónico,escolheram-setrêsmediadoresdisponíveisnomercadopara
estudo.
Atendendoà analogiada estruturada promazina,(1O-(3-[dimetilamino]propil)
fenotiazina)como ácidofenotiazina-lO-propiónico,avaliaram-seas potencialidades
destecompostocomomediadornareacçãodedescoloraçãod RBBR. Infelizmentenão
seobservouqualquerdescoloraçãona solução,provavelmented vidoà ausênciado
grupoN-OHnaestruturadocomposto.
O HBT foi escolhidosegundoumcritériodeeficiência(conformereferidonaliteratura
eapresentadonaRevisãobibliográfica).














Usaram-seconcentraçõesde11,0mMdeHBT e 5,7mMdeAV, asconcentraçõesque
se haviamdeterminadomaiseficazessegundoensaiospréviose apresentadosem






























Figura4-6- EspectrosdeabsorçãodoRBBRempresençadelacase AV 5,7mM.
(Ointervalodetempoentrevarrimentoséde3minutos).
A enzimaempresençadoN-hidroxibenzotriazole(HBT, 11,0mM) descorao RBBR
maislentamentee emmenorextensãoqueempresençado Av. Por outrolado,
concentraçõesmaisaltasde mediadorforaminibitórias,eventualmented vidoa

































































O 5 10 15 20
Tempo(min)
-ll-O,OOmM -D-0,57mM -5,70mM
8,60mM ~ 20,60mM ~ 57,10mM
Figura 4-8-DescoloraçãodoRBBRusandolacasediferentesconcentraçõesdeAV
Nas figuras4-7 e 4-8 verifica-sequea descoloraçãoocorremaisrapidamentee em
maiorextensãocomAV quequando HBT éusadocomomediadordareacção.Além






































aproximadamenteII mMparao HBT e5,7mMparao Av. Paraestaconcentraçãode






Para avaliara influênciana descoloraçãodo detergentepresentena preparação
comercialestudou-seo efeitode três detergentesnão iónicos,de características
químicasdiferentes,naoxidaçãodoRBBRcomlacase.Comessepropósitousou-seum
detergentedotipooctifenol(TritonX-lOO),umdetergenteipoésterdepolioxietileno










CMC(mM) Surfactante(w/v%) HBT(mM) Descoloração(%)
Controlo - 4,400 33-
9,000 59


















Os parâmetroscinéticosforamcalculadosde acordocoma equaçãode Michaelis-
Menten,assumindotratarem-sed reacçõescomcinéticadepseudo-primeiraordem.
Assim,usandoa preparaçãocomercialdelacaseo Krnappobtidoparaa oxidaçãodo
RBBR foide0,064mMeaVrnaxde 0,15mMmin-l.
No casodasreacçõescatalisadascomlacasee mediadores(HBT e AV). umavez
~omprovadaependênciadaconcentraçãodomediador.paracadaconcentraçãode
enzima,foi determinadaa concentraçãoóptimademediadornãolimitante.Quandose
usoua lacasecomHBT (11.0mm)o Kmappfoi iguala0.40mMe aVrnaxiguala 1.22
mMmin-1.Parao casodoAV (5,7mM)osvaloresforamde0.59mMe3.31mMmin-1







































de baixopesomolecular,nomeadamenteummediadorredoxe um detergentenão
iónicodenaturezanãoespecificada,revelou maestabilidadeligeiramentesuperiorem
relaçãoà lacaseisolada.Foi interessantenotarquea diferençadeestabilidadetérmica
entreas duassetomamenosmarcada temperaturasmaisaltas(acimade 60°C).











substratosquepodemseroxidadospor estasenzimas.O mecanismode acçãodos
sistemaslacase-mediadortêm sido estudadosexaustivamenteem virtudedo seu
potencialdeaplicação(Bourbonnaisetal.,1995;Muheimetal.,1992,NovoNordisk,
1998;Majcherczyketal., 1999).Um exemplodistoé o conceitodelacase-mediador
parao branqueamentodapolpanaindústriado papel,querepresentaumaaplicação
biotecnológicade um processobaseadonumaúnicaenzimalenhinolítica(Call &
Mücke,1994, 1997).Ao longodosanosforamdescritosmaisde 100mediadores
redoxincluindosnovossistemasdepolioxometalato.
A verificaçãodequeainclusãodomediadoréumpré-requisitofundamentalparaquea








dependendoda idadeda culturada qual a enzimatinhasido purificada.Uma
justificaçãoplausívelparaestadiscrepânciaderesultadospoderáestarnadiferençade

















1998),o quepodeexplicara inibição bservada.Pfallere colaboradores,estudarama
toxicidadedacombinaçãodelacasesfúngicase mediadoresrelativamenteaoprocesso






Outrosinvestigadores(Xu,1996;Li et al., 1999)compararamlacasesfúngicasem
combinaçãocomváriosmediadoresredoxe concluíramqueo potencialredoxdas
lacasesvariadependendoafontedaenzima.Istopodecondicionarconsideravelmente




extractobrutodo fungocomlenhinaperoxidase.No entanto,a presençadeoutros
agentescomoo álcoolveratrílicou outrasenzimaspodemtercontribuídoparaesta
descoloração.Peralta-Zamorae colaboradores(1999) referiramque a lenhina




ostreatus(Vyas& Molitorys,1995;Shinet al.,1997)e maisrecentementeemIrpex
lacteus(Novotnyet al.,2000)podetambémdescorarestecorante.Em culturasde
PleurotusostreatusestaenzimaapresentaumKmentre11a 50 flM parao RBBR,
variandocoma idadedasculturas.A constantedeafinidadeaparentereferidaparaa
RBBR oxigenaseeradamesmaordemdegrandezaqueaobtidanonossotrabalhopara
a preparaçãodelacasecomercial.No entanto,areacçãof imaislenta(Vmax=0,58
flMmin-I)doqueareferidanestestudoparaalacase.









usandoRBBR comosubstratocromogé,nico,seexcluirmosa possibilidade eventual
adsorçãodocorantepelofungo.
Hatakka(1994)classificouos fungosde degradaçãobrancaem quatrogrupos
dependendoda combinaçãode fenoloxidases/oxidasesexcretadaspelo fungo.De
acordocomestaclassificação,fungosnãoprodutoresdelacase,nomeadamenteo grupo
daquelesque produz lenhina peroxidasee manganêsperoxidase,seriam
consideravelmentemaisdificeisdedetectarusandoRBBRcomosubstratoindicador,
OsresultadosdoestudocinéticousandováriasconcentraçõesdeHBT, sugeremtratar-






Os três tipos diferentesde detergentesnão iónicosestudadosnão melhorarama
descoloraçãod RBBR.Emdeterminadoscasos,TritonX-IOOeTween20,observou-se
umefeitoinibitórioquepodeserexplicadopelainibiçãodaactividadedaenzimatal











Um aspectoimportantíssimoa considerarna utilizaçãode sistemasenzimáticosna
biodegradaçãodexenobióticosdizrespeitoàssinergiasquepoderãoserdesenvolvidas
entreasváriasenzimaslenhinolíticas.
A sinergiaentreenzimaslenhinolíticasnãoé detododesconhecida.Há todoumoutro
conjuntodeenzimasqueintervémnadegradaçãodalenhina,paraalémdasperoxidases
e outrasoxidoredutasescujoefeitoconjugadodesinergiascoma lacaseé aindaum
mundodesconhecidoaexplorar.









d) Poderemvir a fazerpartedeumcocktailenzimático,juntamentecoma lacase,
nadegradaçãodecorantestêxteis.













usada nos processosde preparaçãotêxtil em alternativaaos processosde
branqueamentoclássicocomutilizaçãodeprodutosquímicos(Yangetal.,2000).
A glucose-I-oxidaseé umaenzimaqueoxidapreferencialmentea glucose(Kureke
Kersten,1995).
A glucose-2-oxidase(EC 1.1.3.10)catalisa oxidaçãodaD-glucose outraspiranoses























As quinonasRG (6 mg),Q4 (3,1mg)e DTBB (6,7mg)foramdissolvidasem10rnL
etanol99%;Ql (9,2mg)eQ2(6,9mg)dissolveram-senumamisturade1,0rnLetanol
99% + 9,0 rnL água;DPIP (11,5mg) dissolveu-sem 10rnLágua;Q3 (3,4 mg












































A glucose-2 oxidasefoi extraídadeT.versicolorepurificadausando métododeVolc
eEriksson(1988)modificadoconformedescritoem5.2.3.
5.2.3.PurificaçãoGlucose-2-oxidase(G20)deTrametesversicolor
o micéliocongeladodo fungofoi sujeitoaumaextracçãocomtampãodefosfato50
mM,pH6,5,homogeneizadoemUltra-Turrax(LKA-Labortecchinik)durante4minutos














A G20 extraídadeT. Versic%rfoi purificadausando métododeVolc e Eriksson
(1988).O extractocelularfoidiluídonaproporçãode1:1comtampãofosfatos50mM,
pH 6,5, contendo1,2 M de sulfatode amónioe foi aplicadonumacolunade
Butiolsepharose(pharmacia)eeluídoemgradientedecrescented sal.As tracçõescom
actividadeforamreunidase eluídasnumacolunadeSepharoseQ (pharmacia)defluxo
rápido,previamenteequilibradacomtampãodefosfatos.A G20 eluiucomo aumento
degradiente(Oa0,4M) deNaCl.
A electroforesedaenzimanativa(PAGE 10%) reveladacomnitratodepratamostrou
queaenzimapuramigroucomoumabandaúnica.
5.2.4.Determinaçãodaactividade nzimáticaeteoremproteínas









































Fez-sevariara concentraçãode glucosede 0,0 a 340,0mM na misturareaccional
(conformedescritoem5.2.5)eavaliou-seo efeitodestavariaçãonareduçãodaDTBB.
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Figura5-5- EspectrosdeabsorçãodoDPIP depoisdotratamentoc mG10.
(O intervalodetempoentrevarrimentoséde5minutos).
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Efeitodaglucose-J - oxidaseeglucose-2- oxidaseemcompostosquinónicos
Tabela5-2- Intervalodetempoemqueseverificaramalteraçõesnasquinonas
Combasenos resultadosobtidosna determinaçãode proteínas(37 mgL-Iparaa
Glucose-1-oxidase170mgL-IparaaGlucose-2-oxidase)enasreduçõesdeabsorçãoao
comprimentodeondamáximoparacadaquinona,calculou-seareduçãomáximaobtida



















As quinonasãonormalmenter duzidasa hidroquinonasquandoemcontactocom
extractosdefungos(Guillénetal,2000).Essasreacçõesdependemdaespéciedefungo
emquestãoe sãoinfluenciadaspelascondiçõesambientais(pH e a temperatura),mas
outrosfactorescomoaestruturaquímicadosubstratoquinónico,noquedizrespeitoao





de queestasenzimasparecemintervirna regulaçãoda lacasee deperoxidases"in































estaenzimae aGI O de A. niger.Os nossosresultadoscorroboramos desses
investigadoresnamedidaemquedemonstramo diferentecomportamentodasvárias
quinonasestudadasconformesãosujeitasàacçãodaG10edaG20.
A DTBB, usadacomosubstratonadeterminaçãodaactividadedaCDH porAndere




reduzidapelasduasenzimasmasa velocidadede reduçãofoi significativamente
diferente,0,18!J.molesmin-lpormgdeproteínanocasodaG10 e 0,63!J.molesmin-l
pormgdeproteínanocasodaG20.
As quinonascomum átomode azotosubstituíndoo oxigénio,RG, Q1 e DPIP,
apresentamresultadosmenosprevisíveisseconsiderarmosa uareactividader lativa.A
Q1, atendendoao factode terna suamoléculasubstituintesmaiselectronegativos,
deveriasermaisfacilmenter duzidaquea RG. Contudo,essefactonãoseconfirma
combasenospresentesresultadosexperimentais.Nascondiçõesreacionaisusadas,a
RG foi aquinonaquemaisalteraçõesregistou.A DPIP apresentou,noentanto,amaior
diferençadestegrupodequinonasno querespeitaà acçãorelativadasduasenzimas
estudadas,cercademais18vezesdesubstratoransformadop racçãodaG20.
No casodasp-quinonasestudadas,Q2,Q4,DMQ eMQ, apenasasqueapresentavam
substituintesdo tipo metoxilo,na suaestruturaquímica,DMQ e MQ, sofreram
alteraçõesporacçãodasenzimas.Essaacçãofoimaisintensaparao casodaG20 mas
as duas enzimasprovocarammaior alteraçãono compostomono-substituído.
Assumindoqueasquinonastêmigualapetênciaparao centroactivodasenzimas,erade
preverquea MQ fossemaisfacilmenter dutívelqueaDMQ umavezqueo aumento
degruposdadoresdeelectrões,dotipometoxilo,tomammaisdificilaredução.Assim,
dopontodevistaquímico,aDMQ émenosreactivaqueaMQ.













nadasesabeacercado queacontecea esserespeitocomaGI O ou a G20. Poderá
sucederumainibiçãodasenzimasprovocadapelaconcentraçãodeDMQ.
Paraalémdosmotivosestruturaisatrásanalisadose daconsideraçãodefactoresde
selectividadenzimática,não podemosterminaresta análisesem referir a
reversibilidadestesprocessosdeoxidação-reduçãoquenãofoiobjectodestestudo.











se fez reagiro RBBR coma preparaçãocomercialcontendo10UmL-1de lacase,
observa-seumadescoloraçãoc mpletaocomprimentodeondadeabsorçãomáximo,
apósduashorasapH5,5eaumatemperaturade60°C.
Procedeu-se,entãoao isolamentoe purificaçãoda lacaseavaliandode seguidaa









seentãoa interferêncian reacçãoenzimáticadedescoloraçãod RBBR comalacase
pura de três detergentesnão iónicosde característicasquímicasdiferentes:um
detergentedotipooctifenol(TritonX-tOO),umdetergenteipoésterdepolioxietileno
(Brij 35) e um detergentedo tipo ésterde sorbitol(Tween20), todoselesem
concentraçõesabaixoda sua respectivaconcentraçãomicelarcrítica(CMC). Os
resultadosdestesensaiosrevelarama nãointerferênciadestescompostosna reacção
catalisadapelaenzima,levandoaadmitirqueasuapresençanapreparaçãoc mercialse
deva,sobretudo,à necessidadeestabilizaçãod produtoe cumprirosrequisitosde
conservaçãoearmazenamentoecessáriosaumasubstânciap rausoindustrial.
Em contrastecomos resultadosdo estudoda influênciado detergente,o uso de
mediadorassociadoà lacaserevelou-seumrequisitoabsolutoparaquea descoloração
docoranteocorra.
O resultadodosensaioscomos diferentesmediadores,atestarama importânciada













umpreparadocomercialqueincluíumalacaserobustae capazdedescoraro RBBR e
eventualmenteoutroscompostosdomesmotipo.
Por suavez,a comparaçãodasconstantescatalíticasdeterminadasneste studocomas











lacaseper seou commediadorassociado.Carecedeinvestigaçãoa importânciados
grupossulfónicosnamoléculadecoranteno mecanismodebiotransformaçãodestes
compostos.
A adiçãodecompostoscomoo ácidoviolúricopodeemcasosemquea enzimanão

















são,provavelmente,r duzidasa hidroquinonasem reacçõesquedependem,entre
outros,do númeroe posiçãode substituíntesnoscompostosquinónicos.O estudo








até3,50:molesde substratoquinónicopor minutoe por proteína.No entanto,a
obrigatoriedadepresençadaglucosemconcentraçõesapreciáveis(umvaloróptimo














resultantesdestas complexasreacçõesenzimáticas.As técnicas hifenadas,














opçãoumavez quese sabequeactuasinergicamentecoma lacaseprevenindoa






sobresubstratosdiferentes,de quefoi exemplo estudocomas glucoseoxidases






poderemreutilizaras enzimas.O desenvolvimentode técnicasque permitama
imobilizaçãoquímicadestasenzimas,emperdadasuaactividadecatalíticapermitiráa
implementaçãopráticadestesprocessos.
Não foi objectivodestetrabalho estudodatoxicidadedestesprocessos.Aindaque
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Quandoterminoua reacçãodeacoplamentoadicionou-seHCI concentrado(35%) até









HCI concentrado(35%,2,1 rnL) a 5°C e adicionou-sel ntamentea soluçãodo
















baixaro pH para3. Filtrou-seo corantequeprecipitouporadiçãodeNaCI(10g),









juntou-seNaOHparamantero pH a 8. Arrefeceu-sea soluçãoresultantea 5°C e
adicionou-se-lheentamenteasoluçãodosaldediazónio.
Quandoterminoua reacçãode acoplamento(10minutos)filtrou-seo coranteque
precipitouporadiçãodeNaCI(25g),lavou-secomáguadestiladaesecou-sea800C.O
produtofoiobtidocomgraudepurezasuperiora80%.
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Aplicaçãodesistemasenzimáticosàdegradaçãodecorantestêxteis
